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Resumo 
 
 
O diagnóstico prénatal (DPN) tem demonstrado ser cada vez mais importante 
na deteção precoce de um vasto número de anomalias no feto. A grande 
maioria das anomalias cromossómicas detetadas em DPN devem-se a 
alterações numéricas dos cromossomas 13, 18, 21, X e Y. Para a pesquisa 
rápida das aneuploidias mais comuns, são utilizadas técnicas como a MLPA e 
a QF-PCR que permitem o diagnóstico rápido mas direcionado, possibilitando 
uma intervenção clínica mais atempada, reduzindo a ansiedade dos 
progenitores. 
Com este estudo pretendeu-se delinear a estratégia mais adequada a um 
laboratório de diagnóstico prénatal, com o objetivo de aplicar uma técnica 
rápida na deteção das aneuploidias mais comuns nos diferentes tipos de 
amostras rececionadas no laboratório (GDPN), com ênfase em amostras com 
risco elevado de contaminação materna. Para tal, foi estudada uma série de 
amostras de LA e BVC, e comparada a rapidez de resposta do resultado, a 
fidedignidade da mesma bem como os recursos técnicos e económicos 
despendidos. Este estudo partiu de 713 amostras prénatais das quais 530 
eram referentes a LA e 183 a BVC, para as quais havia sido pedido a pesquisa 
rápida de aneuploidias. Dos 530 LA analisados, apenas 39 amostras, todas 
hemáticas, constituíram o universo do presente trabalho, juntamente com 183 
BVC. Para este estudo, foi seguida a metodologia usada por rotina no nosso 
laboratório (GDPN), que consistia em iniciar o estudo da pesquisa rápida das 
aneuploidias mais comuns, independente do aspeto visual da amostra, pela 
técnica de MLPA, verificando-se que, das 713 amostras recebidas no período 
em estudo, em 104 amostras (LA hemáticos e BVC) (14,6%) foi necessário 
recorrer a uma segunda técnica (QF-PCR) de forma a validar o resultado 
(presença ou ausência de contaminação materna). A aplicação da QF-PCR 
revelou ser uma opção mais simples e economicamente mais viável, já que 
numa única reação, permite a deteção das aneuploidias mais comuns, 
deteção/exclusão de contaminação materna em qualquer amostra e, também, 
deteção/exclusão de triploidia nos resultados normais femininos de amostras 
de LA e BVC. 
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Abstract 
 
The prenatal diagnosis (DPN) has been important in the early detection on a 
large number of anomalies in the fetus. The majority of chromosomal 
abnormalities are detected in DPN to numerical abnormalities of chromosomes 
13, 18, 21, X and Y. For a quick search of the most common aneuploidies, 
techniques such as MLPA and QF-PCR allow rapid diagnosis but directed, 
enabling a more timely clinical intervention, reducing the anxiety of the parents. 
With this study we delineate the most appropriate strategy to a laboratory for 
prenatal diagnosis, with the order to apply a rapid technique for the detection of 
the most common aneuploidies in different types of samples in the laboratory 
(GDPN), with emphasis on samples with high risk maternal contamination.  
To this end, we studied a series of samples AF and CVS, and compared the 
speed of the result, the reliability as well as the technical and economic 
resources spent. This study was based on 713 prenatal samples of which 530 
were related to AF and 183 CVS, for which the rapid screening of aneuploidies 
was requested. Of the 530 analyzed AF, only 39 samples, all hematic, 
constituted the domain of this study, along with 183 CVS.  
For this study, the methodology was used routinely in our laboratory (GDPN), 
which consisted of starting the study on a rapid search of the most common 
aneuploidies, regardless of the visual appearance of the sample, by the MLPA, 
verifying that the 713 samples received during the study period, in 104 samples 
(AF hematic and CVS) (14.6%) was necessary to use a second technique (QF-
PCR) in order to validate the results (presence or absence of maternal 
contamination).The application of QF-PCR has proved to be simpler and more 
economically viable option, since a single reaction, permits the detection of the 
most common aneuploidy detection/exclusion of maternal contamination of any 
sample and also, detection/exclusion of triploidy in female normal results of 
samples AF and CVS. 
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1. Introdução 
 
1.1. Diagnóstico prénatal 
 
Entende-se por diagnóstico prénatal (DPN) o “conjunto de procedimentos que são 
levados a cabo para determinar se um embrião ou feto é portador ou não de uma 
anomalia congénita” (Despacho Nº 5411/97 DR-2ª série, de 6 de Agosto). 
O diagnóstico prénatal tem demonstrado ser cada vez mais importante na deteção 
precoce de um vasto número de anomalias no feto, nomeadamente malformações 
congénitas e doenças genéticas, que, doutra forma, só seriam detetáveis após o 
nascimento. 
Quando uma mulher tem um risco aumentado de gerar um filho com uma doença 
grave, seja génica, cromossómica, ou multifatorial, deverá ser disponibilizado, sempre 
que tecnicamente possível, a realização de um diagnóstico prénatal. Antes de se 
executar qualquer exame invasivo, deverá ser realizada uma consulta de 
aconselhamento genético, que envolve a informação da utilidade e limitações do exame a 
realizar e a avaliação dos riscos inerentes à técnica escolhida para detetar, ou excluir, a 
presença de determinada anomalia fetal.  
Assim, é objetivo do DPN, não só dar a possibilidade à grávida de optar pela 
interrupção médica de gravidez, no caso de existir uma anomalia fetal e de tal se 
justificar, mas também o tratamento intra-uterino do feto, se possível, e a preparação 
psicológica do casal para os cuidados pósnatais que serão necessários, caso escolha 
continuar a gravidez (Gardner & Sutherland, 2004). 
Nas duas últimas décadas, o rápido desenvolvimento tecnológico das técnicas de 
imagiologia, sobretudo a ecografia e a ressonância magnética, aliado aos progressos na 
área de genética, possibilitaram avanços significativos no acompanhamento prénatal das 
gestantes. 
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Uma das mudanças com maior impacto nesta área foi a possibilidade de se 
estudar o material genético fetal antes do nascimento (Fonseca, 2000), permitindo o 
diagnóstico de um grande número de patologias congénitas e anomalias durante o 
desenvolvimento fetal. 
Esta informação é obtida a partir de estudos prénatais que podem ser divididos 
em duas categorias: não invasivos e invasivos. 
Nos estudos não invasivos, como é o caso do diagnóstico ecográfico e do teste de 
rastreio prénatal, não há interferência direta com o feto ou ambiente fetal. Em 
contrapartida, nos estudos invasivos, como é o caso do diagnóstico genético prénatal 
baseado na colheita de líquido amniótico (amniocentese), trofoblasto (biópsia de 
vilosidades coriónicas) ou sangue fetal (cordocentese), há intromissão com o feto ou 
ambiente fetal para a recolha de material biológico de origem fetal. 
 
1.2. Estudos Prénatais não invasivos 
1.2.1. Ecografia  
 
O diagnóstico ecográfico é uma técnica de diagnóstico por imagem, baseada nas 
propriedades físicas dos ultra-sons. É uma ferramenta importante para a deteção de 
malformações fetais, para além de permitir determinar com grande precisão a idade 
gestacional e monitorizar o crescimento do feto ao longo da gravidez. 
As ecografias podem ser executadas sempre que necessário ao longo da 
gestação, pois não acarretam riscos para o feto, considerando-se fundamental, pelo 
menos, a realização de uma ecografia no primeiro trimestre, para avaliação do número de 
fetos, da sua vitalidade e implantação, e outra entre as 18 e 23 semanas de gestação, 
para avaliar de um modo sistemático todas as estruturas anatómicas/órgãos do feto 
(ecografia morfológica). 
A ecografia é capaz, não só de informar sobre a morfologia externa do feto e a 
sua disposição dentro do útero, como também de avaliar o aspeto e funcionalidade dos 
diversos órgãos internos, a cinética muscular e cardíaca, permitindo ainda a medição das 
diversas estruturas e segmentos fetais com rapidez e exatidão (Gardner & Sutherland, 
2004). 
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A ecografia obstétrica possibilita desta forma um grande número de diagnósticos, 
tanto de doenças genéticas como não genéticas o que, aliado ao seu baixo custo e 
caráter não invasivo, a torna indispensável na vigilância prénatal (Gardner & Sutherland, 
2004). 
Um parâmetro fetal avaliado durante a ecografia do primeiro trimestre é a medida 
da espessura da parte posterior do pescoço do feto, designada translucência da nuca 
(TN), que traduz a acumulação de líquido nessa região. A TN encontra-se geralmente 
aumentada em fetos com trissomia 21, bem como noutras aneuploidias e em diferentes 
anomalias fetais (por exemplo, cardiopatias) e é avaliada entre as 11 e as 13 semanas de 
gestação. Neste período, existem outros marcadores ecográficos sensíveis para o 
rastreio da trissomia 21 e/ou outras trissomias, tais como a medição do osso nasal, a 
avaliação por Doppler da existência de regurgitação da válvula tricúspide, o fluxo no 
ductus venosus, e o cálculo do ângulo facial (Wieacker & Steinhard, 2010). 
A medida da TN e os outros marcadores ecográficos não são um teste 
diagnóstico, apenas permitem definir se o feto se inclui no grupo de alto ou baixo risco 
para aneuploidia e/ou malformação fetal (Wieacker & Steinhard, 2010). 
 
1.2.2. Teste de Rastreio Prénatal  
 
Um teste de rastreio divide a população que a ele se submete em dois grupos: o 
grupo de risco elevado (designado “rastreio positivo”) e o grupo de risco baixo (designado 
“rastreio negativo”). No caso de um “rastreio positivo”, estará indicado um teste de 
diagnóstico, o que permitirá a classificação final em “afetado” ou “não afetado”.  
Dada a impossibilidade de oferecer DPN invasivo e cariótipo fetal a todas as 
grávidas, tanto por uma questão de custos, como de risco (abortamento), o DPN foi 
indicado inicialmente para as grávidas de alto risco de trissomia.  
A idade materna representou o primeiro método de rastreio de trissomia 21, tendo 
sido proposto nos anos 70 a idade de 35 anos como limiar (cut-off) a partir do qual estaria 
indicada a amniocentese. Esta idade é, ainda hoje, percebida pela maioria das grávidas 
(e médicos) como o início de idade de risco para aneuploidia. 
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Esta abordagem revelou-se, contudo, relativamente ineficiente, uma vez que, 
nessa época, apenas 20 - 30% dos nascimentos com trissomia 21 ocorriam em mulheres 
com idade igual ou superior a 35 anos (Eisenberg & Wapner, 2002), ocorrendo os 
restantes casos no grupo etário de menor risco (menos 35 anos), o que se explicava pelo 
maior número de filhos nascidos de mães jovens.  
Atualmente, a percentagem de grávidas, em Portugal, com idade igual ou superior 
a 35 anos é já de cerca de 25%, o que implicaria que, a adotar apenas o critério da idade, 
1 em 4 grávidas teria indicação para DPN invasivo. Para além dos custos envolvidos, é 
de sublinhar que, ainda assim, cerca de 50% dos casos de trissomia 21 ocorreriam no 
grupo sem indicação para DPN (idade < 35 anos). 
A descoberta dos testes de rastreio bioquímico e/ou ecográfico tornaram possível 
o rastreio prénatal universal, isto é, não limitado às grávidas com idade igual ou superior 
a 35 anos. A combinação da idade materna e o rastreio bioquímico e ecográfico 
permitem, com menos testes invasivos (5%), detetar mais de 80% dos casos com 
trissomia 21 (Eisenberg & Wapner, 2002). 
A análise dos marcadores bioquímicos, a partir da quantificação de proteínas 
existentes em circulação no sangue materno relacionadas com o feto e a placenta, como 
a β-hCG livre e a PAPP-A, usadas no primeiro trimestre, e/ou a alfafetoproteína (AFP), a 
hCG total ou β-hCG livre, o Estriol não conjugado (uE3) e Inibina-A durante o segundo 
trimestre, permitem estimar com precisão o risco de trissomias (Nicolaides, 2011). 
Com efeito, dadas as diferenças verificadas na mediana das concentrações dos 
marcadores referidos entre gestações normais e gestações afetadas, os valores 
observados numa gestação permitem avaliar o risco de uma gestação ser afetada com 
determinadas anomalias, tais como defeitos abertos do tubo neural, trissomia 21, 
trissomia 18, ou trissomia 13.  
No entanto, um resultado normal não exclui a possibilidade de ocorrência de 
aneuploidias, nem de defeitos congénitos, atraso mental ou outras doenças genéticas 
não detetáveis pelo rastreio bioquímico prénatal (Collins & Impey, 2012). 
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1.3. Estudos Prénatais Invasivos 
 
O diagnóstico genético prénatal adquiriu relevância em 1966, quando Steele e 
Breg mostraram que a constituição cromossómica do feto podia ser determinada pela 
análise de células obtidas de líquido amniótico (LA) (Doran TA, 1978). 
De facto, um diagnóstico genético prénatal exige quase sempre a análise do 
material biológico fetal. Este é conseguido através de procedimentos invasivos, tais como 
a Amniocentese, a Biópsia de Vilosidades Coriónicas, a Cordocentese ou a Fetoscopia 
(Gardner & Sutherland, 2004). 
Estas técnicas são realizadas sob controlo ecográfico, sendo assim possível obter 
material fetal com segurança e, posteriormente, manipulá-lo e proceder a estudos 
biológicos, obtendo os diagnósticos pretendidos.  
Estes procedimentos estão associados a risco de perda fetal, pelo que a sua 
utilização está indicada apenas, para alguns grupos de risco. Nestas circunstâncias, 
quando uma grávida é encaminhada para DPN invasivo, os clínicos deverão informar 
claramente as vantagens e limitações dos testes. De igual modo, perante uma alteração, 
será necessário discutir detalhadamente com a grávida/casal as implicações dessa 
anomalia para que os progenitores possam determinar a continuação ou interrupção da 
gestação. 
As indicações clínicas mais comuns para procedimentos invasivos em diagnóstico 
prénatal são as seguintes:  
 Idade materna igual ou superior a 35 anos;  
 Teste de rastreio prénatal (bioquímico e/ou ecográfico) positivo; 
 Malformação ecográfica; 
 Anomalia cromossómica num dos elementos do casal; 
 Ansiedade materna; 
 Infeção materna por agentes patogénicos. 
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1.3.1. Tipo de Estudos Prénatais Invasivos 
1.3.1.1. Amniocentese 
 
Desde o inicio de 1970, o diagnóstico genético prénatal de anomalias 
cromossómicas tem sido realizado a partir da cultura de células de líquido amniótico 
obtido por amniocentese.  
Tradicionalmente, a amniocentese é realizada entre as 15 e as 17 semanas de 
gestação, por ser um período em que a quantidade de líquido amniótico é maior, 
existindo células fetais num número razoável, e em que os riscos de perda fetal e/ou 
morbilidade associados à técnica parecem menores (Johnson JM et al, 1999).  
A amniocentese é um dos métodos mais difundidos para a obtenção de material 
fetal com a finalidade de DPN, embora, historicamente, a amniocentese tenha surgido na 
mesma época em que se desenvolveram os primeiros trabalhos de colheita de 
vilosidades coriónicas (Milunsky, 1998).  
Esta técnica consiste na obtenção de uma amostra do líquido amniótico que 
envolve o feto, através de punção da cavidade amniótica, sob o controlo ecográfico de 
forma a evitar o contato da agulha com o feto. Trata-se, portanto, de um método invasivo, 
podendo haver alguns riscos, como perda de sangue, rompimento da cavidade amniótica, 
lesões no feto, na placenta ou no cordão umbilical (Gardner & Sutherland, 2004). Com o 
aperfeiçoamento dos aparelhos de ecografia, o risco associado a este procedimento tem 
diminuído, apresentando atualmente um valor não superior a 0,5 - 1% (Gardner & 
Sutherland, 2004). 
 A partir da análise do líquido amniótico, podem realizar-se inúmeros estudos, 
proporcionando o diagnóstico de uma série de patologias fetais. As células fetais 
presentes no líquido amniótico podem ser analisadas rapidamente a nível de ADN 
(genética molecular) ou cultivadas por alguns dias para a realização de estudos 
cromossómicos (citogenética convencional) e/ou moleculares. É também possível o 
doseamento de certas proteínas e a realização de ensaios enzimáticos, para diagnosticar 
alguns erros inatos do metabolismo. 
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1.3.1.2. Biópsia de Vilosidades Coriónicas (BVC) 
 
No inicio da década de 80, a biópsia de vilosidades coriónicas foi considerada um 
avanço na obstetrícia e, neste momento, é um método aceite em diagnóstico prénatal. É 
uma alternativa mais precoce à amniocentese, que pode ser realizada a partir da 10ª 
semana de gestação. Trata-se de um procedimento que apresenta um risco de 
abortamento de 1,5 a 2% (Gardner & Sutherland, 2004).  
Esta técnica envolve a colheita e análise de uma amostra de trofoblasto 
(vilosidades coriónicas). As células das vilosidades coriónicas são derivadas do zigoto, 
reproduzindo a constituição genética fetal. 
A colheita é efetuada a partir da inserção intra-uterina de um cateter por via 
transabdominal ou transcervical, orientada ecograficamente (Milunsky, 1998). Embora as 
vilosidades coriónicas sejam geneticamente representativas do feto, a análise pode ser 
dificultada no caso de mosaicismos confinados à placenta e/ou “contaminação materna” 
(Gardner & Sutherland, 2004). 
O diagnóstico através da colheita de vilosidades coriónicas tem como principal 
vantagem o facto de poder ser realizado ainda no primeiro trimestre da gestação 
(Gardner & Sutherland, 2004). Assim, quando o resultado é normal, diminui-se mais cedo 
a ansiedade do casal e, na eventualidade de um resultado anormal, o casal poderá optar 
pela interrupção imediata da gravidez, o que representa um procedimento mais simples 
no primeiro do que no segundo trimestres da gestação. 
 
1.3.1.3. Cordocentese 
 
No início dos anos 80, com o melhoramento na definição da imagem ecográfica, 
foi possível o acesso direto ao sangue fetal, o qual pode ser obtido através da punção de 
um vaso umbilical. A técnica requer um minucioso exame ecográfico para a localização 
da região de implantação do cordão na placenta. A cordocentese pode ser realizada 
entre as 16 e as 20 semanas de gestação (Wieacker & Steinhard, 2010; Colins et al, 
2012). 
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Este procedimento é utilizado quando a idade gestacional é avançada, ou na 
ausência de líquido amniótico, e serve para diagnosticar doenças infeto-contagiosas e 
também para esclarecer os casos em que o resultado citogenético da amniocentese ou 
biópsia de vilosidades coriónicas não foi conclusivo (por exemplo, deteção de 
cromossomas marcadores em mosaico). O risco de perda fetal desta metodologia ronda 
os 2% (Milunsky, 1998). 
 
1.3.1.4. Fetoscopia 
 
Nos anos 1970 e 1980, o rápido desenvolvimento da fetoscopia permitiu biópsias 
de pele fetal para o diagnóstico de algumas patologias dermatológicas (por exemplo, 
síndrome de epidermólise bolhosa, ictiose e displasia ectodérmica anidrótica). É uma 
técnica que consiste na introdução de um endoscópio transabdominal, com a finalidade 
de avaliar a anatomia fetal e de realizar uma biópsia de pele para estudos dermatológicos 
(Chen L. et al, 2012). 
A fetoscopia pode ser realizada entre as 16 e as 20 semanas de gestação, fase 
em que o tamanho do feto permite uma melhor visualização. Antes da introdução da 
cordocentese sob orientação ecográfica, a fetoscopia foi muito usada para a obtenção de 
sangue de cordão. Atualmente, esta metodologia tem sido abandonada, e apenas se 
aplica no diagnóstico de patologias dermatológicas ainda impossíveis de detetar por 
técnicas de biologia molecular. 
 
1.4. Citogenética Convencional  
 
A análise citogenética é um importante componente do DPN invasivo para 
deteção de anomalias cromossómicas, as quais constituem uma das causas prováveis de 
atraso mental e/ou malformações congénitas. A análise microscópica dos cromossomas 
de células em cultura tem sido considerada como o método padrão para o DPN 
citogenético, desde a sua primeira aplicação em 1966 e o aparecimento das técnicas de 
bandas (Bui 2007). 
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A Citogenética dedica-se ao estudo da estrutura e número dos cromossomas. A 
constituição correta do genoma humano é de 46 cromossomas, organizados em 23 
pares, sendo 22 autossomas e um par de cromossomas sexuais (Gardner & Sutherland, 
2004). 
Num cariótipo, os cromossomas distinguem-se e organizam-se de acordo com o 
tamanho, a posição do centrómero e o padrão característico de bandas obtido após a 
aplicação de técnicas de coloração específicas. Um cariótipo normal é descrito, de 
acordo com as regras de nomenclatura publicadas no ISCN (International System for 
Human Cytogenetic Nomenclature), como 46,XX no caso de uma mulher (fig. 1) e 46,XY 
no caso de um homem (fig. 2) (ISCN, 2005). 
 
Figura 1 – Cariograma feminino normal (46,XX) 
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Figura 2 – Cariograma masculino normal (46,XY) 
 
 As alterações cromossómicas, numéricas e/ou estruturais, são detetadas em 
aproximadamente 1 em 200 recém-nascidos, algumas com graves implicações 
fenotípicas (Gardner & Sutherland, 2004). As cromossomopatias podem dever-se a 
alterações no número ou estrutura dos cromossomas e podem envolver um ou mais 
autossomas, cromossomas sexuais ou ambos. 
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Uma aneuploidia representa uma alteração numérica que pode envolver o ganho 
(trissomia) ou a perda (monossomia) de um cromossoma, ocorrendo habitualmente por 
não disjunção na meiose ou na mitose ou, ainda, por atraso na migração do cromossoma 
durante a anafase, sendo a não disjunção meiótica o mecanismo mais comum (Teixeira & 
Carreira, 2005). 
 As aneuploidias representam a forma mais frequente das anomalias 
cromossómicas, sendo a maior causa de aborto espontâneo precoce e morte neonatal 
(Nicolaides, 2011).  
De uma forma geral, o risco de aneuploidia fetal aumenta com a idade materna. 
Com efeito, o risco estimado para a ocorrência de fetos com trissomia dos cromossomas 
21, 18 e 13, em mulheres com 20 anos às 12 semanas de gestação, é de cerca de 
1/1000, 1/2500 e 1/8000, respetivamente, enquanto, o mesmo risco, calculado para 
mulheres com 35 anos, é de 1/250, 1/600 e 1/1800, respetivamente (Nicolaides, 2011). 
As anomalias cromossómicas fetais mais comuns são as aneuploidias dos 
cromossomas 13, 18, 21, X e Y, que estão associados a diversas síndromes, 
nomeadamente Síndrome de Patau (trissomia 13), Síndrome de Edwards (trissomia 18), 
Síndrome de Down (trissomia 21), Síndrome de Turner (45,X) e Síndrome de Klinefelter 
(47,XXY). Estas aneuploidias representam mais de 80% das alterações cromossómicas 
diagnosticadas no período prénatal (Leung et al, 2005; Bui, 2007).  
Num estudo citogenético convencional de rotina, as células fetais, obtidas por 
amniocentese ou biópsia de vilosidades coriónicas, são colocadas em cultura, em meio 
apropriado, para que se possam obter metafases para a análise da constituição 
cromossómica do feto (Hultén et al, 2003). 
No entanto, apesar de o cariótipo ser um exame muito preciso e completo, 
apresenta algumas limitações, tais como o baixo poder de automatização (tanto os 
procedimentos práticos, como a análise dos cromossomas, requerem bastante 
experiência por parte de técnicos especializados), a relativa demora na obtenção de 
resultado (8 a 14 dias, dependendo do crescimento celular), o risco de insucesso da 
cultura por contaminação ou inexistência de crescimento celular (situação em que 
nenhum resultado é obtido) (Bui, 2007).  
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Por outro lado, a sua resolução é também limitada. Com efeito, os desequilíbrios 
envolvendo menos de 5 a 10 Mb de ADN não são habitualmente detetáveis no cariótipo 
convencional (Saffer & Bui, 2007). 
Estas limitações tornam-se críticas quando o motivo para a realização de DPN é 
um teste de rastreio prénatal positivo ou a deteção de anomalias ecográficas, situações 
em que se verifica um risco elevado da presença de alterações cromossómicas.  
Neste contexto, surge a necessidade da existência de métodos mais rápidos de 
diagnóstico em que não seja necessária a cultura de células de líquido amniótico (Bui, 
2007), de modo a permitir intervenções mais precoces e reduzir a ansiedade do casal. 
Várias técnicas têm sido desenvolvidas para o diagnóstico rápido de aneuploidias 
em amostras prénatais, nomeadamente a introdução de técnicas de citogenética 
molecular, como a FISH, ou técnicas de biologia molecular, como a QF-PCR e a MLPA, 
que permitem minimizar o tempo necessário para detetar anomalias cromossómicas 
fetais (Mann et al, 2004). 
 
1.5. Citogenética Molecular  
1.5.1. FISH (Fluorescence in situ hybridization) 
 
O avanço tecnológico nos últimos 20 anos, ao nível da citogenética molecular 
assentou grandemente no aperfeiçoamento das técnicas de hibridação fluorescente in 
situ (FISH), que combina a análise citogenética com procedimentos de genética 
molecular (Klinger et al, 1992). 
A técnica de FISH não depende da cultura prévia de células, ou seja, pode ser 
executada em núcleos interfásicos de LA ou BVC, permitindo assim antecipar o 
resultado. A técnica consiste na hibridação de um fragmento de ADN marcado com um 
fluorocromo, com a sua sequência complementar presente no ADN a estudar, sendo a 
visualização do sinal feita por microscopia de fluorescência. O número de sinais 
fluorescentes em cada núcleo representa o número de cópias do segmento alvo, sendo 
possível analisar um grande número de núcleos.  
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Em DPN, a FISH é utilizada, predominantemente, para despiste rápido das 
aneuploidias mais comuns em núcleos em interfase de amniócitos não cultivados. 
Utilizando um painel de sondas comercial para os cromossomas 13, 18, 21, X e Y, é 
possível obter um resultado rápido e fidedigno. 
 No entanto, a capacidade de diagnóstico é limitada, por se tratar de um estudo 
direcionado aos cromossomas selecionados, e por não permitir o diagnóstico de 
alterações cromossómicas equilibradas (Shaffer & Bui, 2007). Para além do 
inconveniente atrás referido, o preço elevado dos painéis de sondas faz com que, na 
prática, a técnica de FISH seja atualmente pouco utilizada. 
 
1.6. Genética Molecular 
 
Outras técnicas de biologia molecular, como a técnica QF-PCR (Quantitative 
Fluorescent Polymerase Chain Reaction) e a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) têm sido aplicadas em DPN para despiste rápido de 
aneuploidias.  
 
1.6.1. QF-PCR (Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction) 
 
A técnica de QF-PCR foi desenvolvida em 1993 por Mansfield (Ogilvie et al, 
2005). Esta técnica baseia-se na amplificação simultânea (multiplex) de várias 
sequências cromossómicas repetidas e altamente polimórficas (short tandem repeats, ou 
STRs) que podem variar de comprimento entre indivíduos. Os produtos de amplificação 
(amplicons) são separados por eletroforese capilar podendo ser visualizados e 
quantificados utilizando um sequenciador automático e um software apropriado (Cirigliano 
et al, 2009).  
Para cada marcador utilizado e informativo, serão obtidos, na ausência de 
aneuploidias, dois picos com uma altura ou área na razão de 1:1, o que representa um 
resultado normal. Amostras com trissomia irão demonstrar 3 picos na razão de 1:1:1 
(trissomia trialélica), ou dois picos na razão de 2:1 (trissomia dialélica).  
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Poderá ainda ocorrer a situação de homozigotia para determinado STR, surgindo 
um pico único, não informativo. Para reduzir a percentagem de homozigotia em alguns 
loci, são habitualmente incluídos vários marcadores para cada cromossoma a analisar na 
reação multiplex (Bui et al, 2007; Nicolini et al, 2004; Saadi et al, 2010). 
Esta metodologia não requer cultura celular, apenas uma pequena quantidade de 
ADN, podendo ser processadas várias amostras ao mesmo tempo (Hultén et al, 2003; 
Opstal et al, 2009). 
Este facto, aliado às características do kit comercial (no GDPN é usado o kit 
Aneufast QF-PCR®), permite obter um resultado fidedigno em apenas 24 horas, com 
custos relativamente reduzidos. 
Por outro lado, esta técnica permite, numa única reação de PCR, para além do 
despiste das aneuploidias mais comuns, a deteção/exclusão de triploidia em amostras do 
sexo feminino (69,XXX) e a deteção/exclusão de contaminação materna (Hultén et al, 
2003). Contudo, é uma técnica que apenas permite identificar as anomalias que estão a 
ser estudadas, não detetando rearranjos cromossómicos que envolvam regiões fora das 
localizações dos STRs utilizados, nem alterações equilibradas (Badenas et al, 2010). 
 
1.6.2. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)  
 
A técnica de MLPA, descrita em 2002 por Schouten, surge como uma alternativa 
às técnicas correntes de diagnóstico rápido das aneuploidias mais comuns (Schouten et 
al, 2002; Chen et al, 2012). 
Baseia-se na hibridação de duas sondas de ADN, complementares a regiões 
adjacentes na sequência alvo, que serão ligadas por ação de uma ligase termostável. 
Essas sondas contêm numa das extremidades uma sequência de primers universal e 
uma delas conterá adicionalmente uma sequência stuffer destinada a produzir um 
fragmento de tamanho pré-definido. Após a ligação é possível a amplificação da 
sequência hibridada usando os referidos primers.  
A reação de MLPA compreende 5 etapas principais (fig. 3): a desnaturação do 
ADN; a hibridação das sondas de MLPA; a reação de ligação; a reação de PCR; 
separação dos produtos amplificados e análise dos dados. 
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Figura 3 – Etapas da reação de MLPA (in www.mlpa.com) 
 
A separação dos fragmentos resultantes é feita por eletroforese capilar num 
sequenciador automático, de acordo com o seu tamanho e intensidade de fluorescência. 
Para cada mistura de sondas, que corresponde a uma reação de MLPA, existe um 
conjunto de fragmentos esperados.  
A análise do eletroferograma leva em consideração a altura e a área dos picos 
produzidos pelo ADN do feto, em comparação com o padrão médio produzido por um 
conjunto de ADN referência. A área do pico de cada produto de amplificação reflete o 
número de cópias da sequência alvo que se está a analisar na amostra.  
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Um número anormal de cópias de uma ou mais sequências pode ser detetado por 
MLPA, através do aumento ou diminuição da área do pico do produto de amplificação das 
sondas destas sequências (Schouten et al, 2002; Bui, 2007). 
A técnica de MLPA caracteriza-se pela simplicidade de procedimentos e de 
interpretação dos resultados, bem como pela alta eficiência, o que permite um resultado 
em 24 a 48 horas, sendo possível processar várias amostras ao mesmo tempo, por um 
preço muito inferior ao do diagnóstico por FISH (Boorms et al, 2008).  
Esta técnica necessita apenas de 20 ng de ADN, distingue sequências que 
diferem apenas num único nucleótido e deteta o número de cópias de vários 
cromossomas numa única reação. É um método simples e rápido, que apenas necessita 
do equipamento normalmente presente num laboratório de biologia molecular, 
termociclador e sequenciador automático (Schouten et al, 2002; Boorms et al, 2008; 
Chen CP et al, 2012). 
O estudo por MLPA específico para a deteção de aneuploidias está 
comercialmente disponível com o Kit SALSA MLPA P095-A3® MRC-Holland, Amsterdam. 
Este Kit contém oito sondas independentes para cada cromossoma 13, 18, 21 e X mais 
quatro sondas específicas para o cromossoma Y (Gerdes et al, 2005; Boorms et al, 2008; 
Chen CP et al, 2012).  
Esta técnica permite ainda detetar tanto duplicações como deleções parciais, ao 
contrário do FISH, em que a deteção de duplicações está condicionada. Adicionalmente, 
para além do estudo das aneuploidias e tendo a metodologia de base montada, a técnica 
de MLPA permite testar muitas outras patologias diferentes com o mesmo procedimento, 
mudando apenas a mistura inicial de sondas (probemix), o que a torna uma ferramenta 
muito prática num laboratório de rotina. Além disso, não se depara com o problema dos 
marcadores polimórficos não informativos (Bui, 2007).  
No entanto, como qualquer técnica, apresenta limitações, nomeadamente, na 
deteção de outras aneuploidias para as quais não foram utilizadas sondas, trissomias 
parciais ou mosaicos de baixo grau, anomalias estruturais equilibradas, triploidia em 
amostras do sexo feminino (69,XXX) e contaminação materna (Van Opstal et al, 2009). 
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As técnicas de biologia molecular apresentadas, FISH, QF-PCR e MLPA, exibem 
a mesma limitação no que diz respeito à deteção de anomalias cromossómicas 
equilibradas, ou de alterações não abrangidas pelas sondas usadas, pelo que, nenhuma 
destas técnicas dispensa o cariótipo convencional (Van Opstal et al, 2009). 
 
1.7. Estratégia molecular adotada num laboratório de diagnóstico 
prénatal na deteção rápida de aneuploidias 
 
No DPN a partir de procedimentos invasivos podem surgir complicações devido 
ao tipo de procedimentos utilizados para a obtenção de material fetal (Mann et al, 2004).  
A contaminação de líquido amniótico ou biópsia de vilosidades coriónicas com 
sangue materno (ou fetal) é evidente em algumas amostras, sendo uma das causas de 
insucesso ou atraso no crescimento da cultura, além de poder comprometer um resultado 
fidedigno dos testes de biologia molecular (Allen et al, 2008).  
É de notar que as vilosidades coriónicas contêm, geralmente, decídua materna, 
cuja remoção é sempre tentada no laboratório, através de dissecação cuidadosa, antes 
de cultura. Ainda assim, quer as vilosidades coriónicas não cultivadas, quer as cultivadas 
podem ter contaminação com células maternas.  
Em amostras de líquido amniótico, o sangue visível (antes e/ou após 
centrifugação) é um indicador de possível contaminação com células maternas (embora o 
sangue presente no líquido possa também ser de origem fetal) (Allen et al, 2008; 
Schrijver et al, 2007). O líquido amniótico não cultivado apresenta uma maior frequência 
de contaminação com células maternas do que o líquido amniótico cultivado, uma vez 
que durante o processo de cultura, em monocamada, se verifica o crescimento 
preferencial dos amniócitos (Allen et al, 2008; Schrijver et al, 2007). 
Portanto, em diversas situações, é imperioso excluir a possibilidade de 
contaminação materna, para garantir que se está a estudar o material genético do feto e 
não o da gestante o que é de importância crucial no caso de se obter uma constituição 
normal para o sexo feminino.  
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O aperfeiçoamento de novas técnicas de biologia molecular na deteção das 
aneuploidias mais comuns permite a obtenção de resultados rápidos e fiáveis, mesmo em 
amostras de líquidos amnióticos hemáticos e vilosidades coriónicas com contaminação 
materna.  
A técnica de MLPA, embora seja uma técnica de fácil execução, com resultados 
rápidos e fidedignos, apresenta algumas limitações, tais como não permitir a 
deteção/exclusão da triploidia, 69,XXX, nem contaminação materna. 
Em contrapartida, pela técnica de QF-PCR, a contaminação celular materna e a 
triploidia em amostras do sexo feminino deverão ser detetadas por um padrão 
característico com alelos adicionais ou rácios enviesados entre os picos de todos os 
marcadores analisados (Leung et al, 2005), embora esteja dependente da informatividade 
dos marcadores usados.  
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2. Objetivo 
 
 
Atendendo a que os laboratórios de DPN recebem um número variável de 
amostras de líquidos amnióticos hemáticos (antes e/ou após centrifugação) e vilosidades 
coriónicas para o diagnóstico rápido de aneuploidias, por técnicas de biologia molecular, 
é importante definir a estratégia mais adequada, com o objetivo de se obter uma resposta 
rápida e fidedigna, tendo em consideração os meios disponíveis e o custo da análise. 
Com este trabalho pretende-se definir um fluxograma de decisão adequado à 
deteção rápida de aneuploidias em líquidos amnióticos e biópsias de vilosidades 
coriónicas. 
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3. Materiais e Métodos 
 
3.1. Material Biológico 
 
As amostras biológicas de líquido amniótico e biópsias de vilosidades coriónicas 
utilizadas neste estudo foram recebidas pelo laboratório (GDPN – Genética Médica e 
Diagnóstico Prénatal), para efeitos de diagnóstico, com diferentes indicações clínicas, no 
período compreendido entre 1 de Janeiro e 30 de Setembro de 2012. Nesse período, 
foram recebidas no laboratório 713 amostras prénatais, das quais 530 amostras de 
líquidos amnióticos e 183 amostras de biópsia de vilosidades coriónicas, para estudo 
citogenético convencional e pesquisa rápida de aneuploidias. 
Todas as amostras de vilosidades coriónicas eram acompanhadas por amostra de 
sangue materno em tubo com EDTA. Uma das amostras de líquido amniótico (caso 19) 
vinha igualmente acompanhada de amostra de sangue materno. 
Das 713 amostras analisadas por técnicas de biologia molecular para a deteção 
rápida de aneuploidias, 39 diziam respeito a líquidos amnióticos hemáticos e 183 a 
biópsias de vilosidades coriónicas. Foram estas 222 amostras (39 + 183) que foram 
analisadas no âmbito do presente trabalho. 
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Neste estudo, as amostras de líquido amniótico e vilosidades coriónicas foram 
agrupadas de acordo com as indicações clínicas seguintes: idade materna avançada; 
rastreio bioquímico positivo anomalias ecográficas; rasteio ecográfico/TN aumentada; 
ansiedade materna e outras.  
 
Figura 4 – Amostras de líquido amniótico agrupadas de acordo com as indicações clínicas. 
*Filho anterior com cromossomopatia (n= 6); infeção materna por rubéola/toxoplasmose/CMV 
(n= 9); Progenitor portador de doença genética (n= 6); sem indicação clínica (n= 18). 
 
 
 
Figura 5 – Amostras de biópsias de vilosidades coriónicas agrupadas de acordo com as 
indicações clínicas. 
*Filho anterior com cromossomopatia (n= 4); infeção; Progenitor portador de doença 
genética (n= 3); sem indicação clínica (n= 2). 
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Como a presença de sangue materno na amostra de líquido amniótico pode 
falsear o resultado molecular, foi dedicada especial atenção ao aspeto visual da amostra 
aquando da receção da mesma. 
As amostras de líquido amniótico foram distribuídas em 4 grupos, a saber: 
amostras com aspeto normal, isto é, límpidas e de cor amarelo claro; amostras com uma 
coloração vermelha (indicativo da presença de sangue recente); amostra com uma 
coloração acastanhada (indicativa de contaminação prévia com sangue, por exemplo 
proveniente de hemorragia/ ameaça de abortamento na gestação); amostras límpidas 
que, após centrifugação, produziram sedimento com vestígios de sangue.  
 
Tabela 1 - Avaliação visual das amostras de líquido amniótico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nas biópsias de vilosidades coriónicas, dada a maior probabilidade de 
contaminação materna, os procedimentos do laboratório exigem que as mesmas sejam 
acompanhadas de uma amostra de sangue da grávida, para pesquisa, sempre que 
necessário, da contaminação materna. 
 
Líquido amniótico amarelo claro 491 
Líquido amniótico hemático 
(sangue vermelho vivo) 
19 
Líquido amniótico castanho 
(presença de sangue velho) 
4 
Líquido amniótico hemático 
(após centrifugação) 
16 
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3.2. Métodos 
 
As amostras de líquido amniótico e vilosidades coriónicas, neste caso 
acompanhadas de um tubo com sangue materno, foram acondicionadas nos tubos de 
colheita e entregues no laboratório para processamento até 24 horas após a colheita.  
Foi extraído ADN da totalidade das amostras usando os seguintes protocolos. 
 
3.2.1. Extração de ADN a partir de células de líquido amniótico e 
vilosidades coriónicas não cultivados com o kit comercial 
ReadyAmpTM Genomic ADN Purification system (Promega): 
 
Reagentes e material: 
- Kit ReadyAmpTM Genomic ADN Purification system – Promega 
- Tubos de centrifugação de 2,0 ml estéreis  
- Banho a 56ºC e a 100ºC 
- Vortex 
- Microcentrifuga 
- Agulhas 
- Micropipetas 
 
Protocolo experimental: 
Transferiu-se 2 ml de líquido amniótico ou pequenos fragmentos de vilosidades 
coriónicas para um tubo de centrifugação de 2 ml estéril, devidamente identificado, e 
centrifugou-se durante 10 minutos a 15.000 rpm à temperatura ambiente. Removeu-se o 
sobrenadante e adicionou-se cerca de 50 a 200 μl de ReadyAmpTM Resin à amostra, de 
acordo com o tamanho da pellet de células.  
Vortexaram-se as amostras para ressuspender a pellet de células, as amostras 
foram incubadas durante 20 minutos em banho maria a 56ºC, ao que se seguiu a 
ressuspensão das amostras no vortex, durante 5 segundos, a alta velocidade. 
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Posteriormente, as tampas dos tubos foram perfuradas com uma agulha, para não 
abrirem aquando da incubação das amostras durante 8 minutos no banho a 100ºC. Após 
nova ressuspensão no vortex, durante 5 segundos a alta velocidade, as amostras foram 
centrifugadas durante 2 minutos a 15.000 rpm à temperatura ambiente.  
O ADN extraído (sobrenadante) foi armazenado a 4ºC. 
 
 
Foi extraído ADN a partir de sangue periférico materno seguindo o protocolo 
abaixo indicado.  
 
3.2.2. Extração de ADN a partir sangue periférico com o kit comercial 
QiaAmp DNA Mini Kit (método automático): 
 
Reagentes:         Material: 
- Proteinase K (QIAGEN)    - Microcentrifuga 
- Buffer AL      - Micropipetas e pontas 
- Etanol 100%      - Tubos microcentrifuga 2,0 ml estéreis  
- Buffer AW1       - Tubos microcentrifuga 1,5 ml estéreis 
- Buffer AW2      - QIACUBE - QIAGEN 
- Buffer AE      - Colunas Mini Spin 
       - Tubos coletores 
 
 
Protocolo experimental: 
Transferiu-se 400 μl de sangue periférico para um tubo de centrifugação de 2 ml 
estéril, devidamente identificado e adicionou-se 40 μl de proteinase K e 400 μl de Buffer 
AL.  
Após homogeneização com pipeta durante 15 segundos, as amostras foram 
incubadas durante 10 minutos a uma temperatura de 56ºC.  
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De seguida, adicionou-se 400 μl de etanol 100%, homogeneizou-se e transferiu-se 
este preparado para as colunas QiaAmp Mini Spin e centrifugou-se a 8000 rpm durante 1 
minuto.  
Transferiu-se a coluna para um novo tubo coletor de 2,0 ml e adicionou-se 500 μl 
de Buffer AW1, voltou a centrifugar-se a 8000 rpm durante 1 minuto, e descartou-se o 
sobrenadante.  
De seguida, adicionou-se 500 μl de Buffer AW2 e voltou a centrifugar-se a 14.000 
rpm durante 3 minutos.  
Após centrifugação passou-se a coluna para um tudo de 1,5 ml e adicionou-se 
200 μl de Buffer AE. Incubou-se à temperatura ambiente durante 1 minuto e por fim 
centrifugou-se a 8000 rpm durante 1 minuto. 
O armazenamento do ADN extraído das amostras foi efetuado a 4ºC. 
 
O ADN obtido a partir de amniócitos ou de vilosidades coriónicas não cultivadas 
foi estudado pela técnica de MPLA, seguindo o protocolo abaixo indicado.  
 
3.2.3. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification): 
 
Neste estudo por MLPA específico para a deteção de aneuploidias foi utilizado o 
Kit SALSA MLPA P095, comercialmente disponível pela MRC-Holland, Amsterdam.  
Este Kit contém oito sondas independentes para cada cromossoma 13, 18, 21 e 
X, e mais quatro sondas específicas para o cromossoma Y. A constituição deste kit é 
descrita no anexo 1. 
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Os reagentes utilizados, fornecidos no kit pelo grupo detentor da técnica MRC-
Holland, foram os seguintes (com exceção do gelo, água destilada, LIZ500 e formamida). 
- Água esterilizada    - SALSA Ligase-65 
- SALSA Probemix    - SALSA PCR Primer Mix 
- SALSA MLPA buffer   - SALSA Polymerase 
- Ligase-65 buffer A    - LIZ5OO 
- Ligase-65 buffer B    - Formamida desionizada 
- Gelo 
 
 
O protocolo de MLPA foi realizado em 5 passos:  
 
1) Desnaturação do ADN e hibridação das sondas; 
2) Reação de ligação; 
3) Reação de PCR;  
4) Separação dos produtos de amplificação por eletroforese capilar;  
5) Análise dos resultados obtidos. 
 
 
Protocolo experimental: 
 
Dia 1 – Desnaturação e hibridação das sondas SALSA MLPA P095 
 
Diluiu-se a amostra de ADN (20-500ng de ADN extraído de líquido amniótico ou 
vilosidades coriónicas) em 5μl de água esterilizada num tubo de PCR.  
Colocaram-se as amostras no termociclador, durante 5 minutos, a 98ºC, para 
desnaturar o ADN, diminuindo depois a temperatura até 25ºC.  
Preparou-se a mistura de 1,5μl Salsa probe mix P095 com 1,5μl de MLPA buffer e 
adicionaram-se 3μl desta mistura a cada tubo.  
Incubou-se durante 1 minuto, a 95ºC, seguido de 16 horas a 60ºC, de forma a 
permitir a hibridação das sondas ao ADN. 
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Dia 2 – Reação de ligação 
 
À temperatura ambiente, preparou-se uma mistura de 3μl de Ligase-65 buffer A 
com 3μl Ligase-65 buffer B; 25μl água esterilizada e 1μl Ligase-65. Após 
homogeneização, o tubo com a solução foi colocado num recipiente com gelo.  
Com o termociclador regulado para a temperatura de 54ºC, adicionaram-se 32μl 
da mistura Ligase-65 a cada tubo.  
Incubaram-se os tubos, durante 15 minutos, a 54ºC, seguido de 5 minutos a 98ºC. 
 
Reação de PCR 
 
Entretanto, foi preparada a mistura PCR Polymerase Mix, adicionando 7,5μl água, 
2μl SALSA PCR MIX, 0,2μl de Polymerase, a qual é colocada num recipiente com gelo.  
Com o termociclador regulado para a temperatura de 20ºC, adicionou-se 10μl de 
Polimerase Mix a cada tubo, e iniciou-se de imediato a reação de PCR com o seguinte 
programa: 30 segundos a 95ºC; 30 segundos a 60ºC; 60 segundos a 72ºC durante 33 a 
36 ciclos com uma extensão de 20 minutos a 72ºC e pause a 15ºC. 
 
Separação dos produtos amplificados por eletroforese capilar 
 
Transferiram-se para cada poço da placa 12 μl de formamida desionizada, 0,3 μl 
de GeneScan-500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems), 0,5 μl de cada produto de 
PCR e 0,5 μl de água esterilizada nos respetivos poços e desnaturou-se a placa durante 
3 minutos, a 95ºC.  
Em seguida, colocou-se a placa no sequenciador automático. Os fragmentos 
resultantes foram separados e quantificados por eletroforese capilar no sequenciador 
3130 Genetic Analyser, de 4 capilares (Applied Biosystems). A recolha de resultados foi 
efetuada através do software GeneMapper, versão 4.0. 
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Análise de dados de MLPA 
 
A análise dos resultados e o cálculo das áreas dos picos das sequências alvo 
(cromossoma 13, 18 21, X e Y) e dos cromossomas controlo foram executados após 
transferência da tabela de resultados gerada pelo ABI PRISM GeneMapper software, 
para uma folha de cálculo Excel.  
As áreas de cada produto de amplificação foram normalizadas, dividindo a 
respetiva área pela soma de todas as áreas dos produtos de amplificação da amostra.  
Em seguida, determinaram-se as médias das áreas normalizadas de cada 
cromossoma e calculou-se o rácio entre as médias determinadas.  
Nota: Todos os rácios relativos normais deverão ser na proporção de 1:1, exceto nos 
casos de fetos de sexo masculino (XY), em que a comparação dos autossomas com o 
cromossoma X ou com o cromossoma Y, deverá dar um rácio de 2:1. As amostras 
referentes a trissomias deverão apresentar um aumento na área relativa ≥ 1,3 e as 
amostras indicando monossomia deverão apresentar valores ≤ 0,7. 
 
Para o estudo por QF-PCR do ADN extraído a partir de amniócitos não cultivados 
ou vilosidades coriónicas não cultivadas e respetivo sangue materno, foi usado o kit 
comercial Aneufast QF-PCR®, de acordo com o protocolo abaixo indicado. 
 
3.2.4. QF-PCR (Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction): 
 
O estudo por QF-PCR para a deteção de aneuploidias foi realizado recorrendo ao 
kit comercial Aneufast QF-PCR®. Os marcadores que constituem este kit encontram-se 
descritos no anexo 2. 
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Reagentes utilizados: 
- Kit Aneufast QF-PCR® (S1; S2; M13; M18; M21; MXY) 
- Água esterilizada 
- LIZ – 5OO 
- Formamida desionizada 
 
Preparação da reação de PCR 
 
A mistura da reação de PCR para amplificação dos fragmentos de ADN 
pretendidos foi preparada para um volume final de 15 μl, constituída pelos seguintes 
reagentes: 10 μl PCR Mix Multiplex; ADN 1 – 10 ng e água esterilizada perfazendo o 
volume final. Colocaram-se os tubos no termociclador, de acordo com o seguinte 
programa: 15 minutos a 95ºC; 40 segundos a 95ºC; 1 minuto e 30 segundos a 59ºC; 40 
segundos 72ºC durante 28 ciclos com uma extensão final de 30 minutos a 60ºC e pausa 
a 4ºC. 
A fim de aumentar a especificidade de PCR, foi usada a Hot Start Taq Polimerase, 
incluída no tampão de reação. Esta enzima é totalmente inativa à temperatura ambiente, 
sendo a ativação da mesma conseguida com 15 minutos a 95ºC. 
O kit comercial Aneufast QF-PCR® é constituído por duas mixes S1 e S2. Estas 
mixes são utilizadas em conjunto, analisando no total 21 marcadores para os diferentes 
cromossomas 13, 18, 21, X e Y.  
No total, o kit inclui cinco marcadores para cada um dos cromossomas 13, 18, 21, 
três marcadores pseudoautossómicos X e Y, um marcador para o cromossoma X e 
ainda, os marcadores AMXY e SRY para determinação de sexo.  
Adicionalmente, o kit contém mixs individuais, com mais marcadores para os 
diferentes cromossomas (M13, M18, M21, Mxy), os quais só foram usados quando os 
marcadores anteriores se revelaram não informativos. 
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Na tabela seguinte estão reunidos os marcadores constituintes do kit Aneufast 
QF-PCR® utilizado neste trabalho. 
 
Tabela 2 - Ensaios multiplex incluídos no kit Aneufast QF-PCR® 
 
 
 
 
 
 
 
 
S1 S2 M13 M18 M21 MXY 
AMXY SRY D13S631 D18S386 D21S1411 SRY 
DXYS267 X22 D13S634 D18S391 D21S1435 AMXY 
D21S1414 DXYS218 D13S742 D18S858 D21S1437 HPRT 
D21S1446 HPRT D13S628 D18S499 D21S1412 TAF9L 
D21S1442 D21S1411  D18S1002 D21S1809 DXYS156 
D18S535 D21S1435    SBMA 
D18S391 D13S634    DXS6803 
D18S976 D13S258    DXS6809 
D13S797 D18S386    DXS8377 
D13S631 D18S390     
D13S305      
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Os produtos de PCR obtidos pela técnica QF-PCR foram submetidos a 
eletroforese capilar num sequenciador automático ABI PRISM 3130TM. 
 
Separação dos produtos amplificados por eletroforese capilar 
 
Transferiram-se para cada poço da placa 40μl de formamida desionizada, 0,3 μl 
de GeneScan-500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems) e 0,5 μl do produto de PCR de 
cada mix S1 + mix S2 nos respetivos poços e desnaturou-se a placa durante 3 minutos, a  
95ºC.  
Em seguida, colocou-se a placa no sequenciador automático. Os fragmentos 
resultantes foram separados e quantificados por eletroforese capilar no sequenciador 
3130 Genetic Analyser, de 4 capilares (Applied Biosystems). 
 
Análise de dados de QF-PCR 
 
Os resultados foram gerados pelo ABI PRISM GeneMapper software versão 4.0. 
Para cada marcador utilizado e informativo, dois picos são produzidos com uma altura ou 
área na razão de 1:1, que representa um resultado normal heterozigótico (dialélico 
normal). Amostras com trissomia irão demonstrar 3 picos na razão de 1:1:1 (trissomia 
trialélica), ou dois picos na razão de 2:1 (trissomia dialélica). 
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4. Resultados  
 
Das 713 amostras recebidas para diagnóstico prénatal no GDPN, apenas as 39 
amostras de líquido amniótico hemático e as 183 amostras de vilosidades coriónicas 
constituíram o objeto de estudo do presente trabalho.  
Os resultados referentes ao estudo das 39 amostras de LA hemáticos encontram-
se sumariados nas tabelas 3 e 4.  
 
Tabela 3 - Amostras de LA’s estudados e resultados obtidos 
CASO Resultado MLPA Resultado QF-PCR Observação 
1 Normal, XX Normal, XX Castanho 
2 Normal, XX Normal, XX 
80% Sangue após 
centrifugação 
3 X:Y = 1,5 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
4 Normal, XX Normal, XX Hemático 
5 Normal, XX Normal, XX Hemático 
6 X:Y = 1,5 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
7 X:Y = 3,9 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
8 X: Y = 1,4 
Detetada contaminação 
materna 
80% Sangue após 
centrifugação 
9 Normal, XX Normal, XX Hemático 
10 Normal, XX Normal, XX Castanho 
11 Normal, XX 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
12 Normal, XX 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
13 Normal, XX Normal, XX 
70% Sangue após 
centrifugação 
14 X:Y = 1,4 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
15 Normal, XX Normal, XX Castanho 
16 X:Y = 1,5 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
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CASO Resultado MLPA Resultado QF-PCR Observação 
17 Normal, XY ---------------- 
70% Sangue após 
centrifugação 
18 Normal, XY ---------------- Hemático 
19 Normal, XX Tudo materno Muito hemático 
20 Normal, XY ---------------- 
70% Sangue após 
centrifugação 
21 Normal, XX Normal, XX 
80% Sangue após 
centrifugação 
22 Normal, XY ---------------- Hemático 
23 Normal, XX 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
24 Normal, XY ---------------- 
50% Sangue após 
centrifugação 
25 Normal, XX Normal, XX Hemático 
26 Normal, XY ---------------- 
50% Sangue após 
centrifugação 
27 Normal, XY ---------------- 
50% Sangue após 
centrifugação 
28 Normal, XY ---------------- 
50% Sangue após 
centrifugação 
29 Normal, XX 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
30 Normal, XY ---------------- 
40% Sangue após 
centrifugação 
31 Normal, XY ---------------- 
60% Sangue após 
centrifugação 
32 Normal, XY ---------------- 
60% Sangue após 
centrifugação 
33 Normal, XX Normal, XX Castanho 
34 X:Y = 1,9 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
35 Normal, XY ---------------- 
60% Sangue após 
centrifugação 
36 Normal, XY ---------------- 
80% Sangue após 
centrifugação 
37 Normal, XX Normal, XX Hemático 
38 X:Y = 1,7 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
39 X:Y = 3,4 
Detetada contaminação 
materna 
Hemático 
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Tabela 4 - Sumário dos resultados obtidos em LA’s 
 Resultados 
Técnicas Aneuploidia Rácios normais Rácios alterados X:Y 
MLPA 
0 
XX XY 
9 
17 13 
QF-PCR 
---- 
CM + 5* 
NR 
CM + 9 
CM - 12 CM - 0 
*1 Amostra com ADN exclusivamente materno; NR – não realizado; CM +: com contaminação materna; CM -: sem 
contaminação materna. 
 
Como se poderá verificar, das 39 amostras de LA hemáticos analisados por 
MLPA, 13 (33,3%) revelaram um resultado normal XY, 17 (43,6%) amostras revelaram 
um resultado normal XX e 9 (23,1%) amostras revelaram rácios alterados entre os 
cromossomas X e Y, sugestivos de contaminação materna. 
A técnica QF-PCR foi utilizada para pesquisar a existência de contaminação 
materna nas amostras com rácios alterados X:Y e nas amostras XX com rácios normais. 
Foi detetada contaminação materna nas 9 amostras com rácios alterados X:Y, 
bem como em 5 das 17 amostras XX com rácios normais (exemplos nas figuras 6 e 7). 
Numa destas 5 amostras foi possível comparar os perfis obtidos com o kit QF-PCR na 
amostra de LA e de sangue materno, tendo sido observado exclusivamente o perfil 
materno na amostra de LA, demonstrando que não tinha sido analisado ADN fetal. 
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Figura 6 – Eletroferograma dos produtos de amplificação de uma amostra de líquido amniótico 
usando o kit Aneufast QF-PCR® mostrando a existência de apenas um genótipo. O eixo (x) 
representa o tamanho dos produtos de amplificação de PCR (bp). O eixo (y) mostra a intensidade 
de fluorescência em unidades arbitrárias. 
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Figura 7 – Eletroferograma dos produtos de amplificação de uma amostra de líquido amniótico 
hemático, usando o kit Aneufast QF-PCR®, mostrando a existência de dois genótipos, traduzindo 
a existência de contaminação materna. O eixo (x) representa o tamanho dos produtos de 
amplificação de PCR (bp). O eixo (y) mostra a intensidade de fluorescência em unidades 
arbitrárias. O segundo genótipo é evidenciado pelo padrão característico, de 3 alelos (trialélico) em 
alguns STRs (X22; D21S1414; D21S1411; D13S634; D13S258; D18S386; D21S1446; DXYS216; 
DXYS267; D13S305) ou dialélico (2:1) em alguns STRs (AMXY; D21S1442; HPRT;D13S631; 
D18S390; D18S535; D18S976; D13S 797;D21S1435). 
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Os resultados referentes ao estudo das 183 amostras de vilosidades coriónicas 
encontram-se sumariados nas tabelas 5 e 6  
Tabela 5 - Sumário dos resultados obtidos nas amostras de BVC 
 
Resultados 
Técnicas Aneuploidia Rácios normais Rácios alterados X:Y 
MLPA 17 
XX XY 
4 
74 88 
QF-PCR NR 
CM + 4 
NR 
CM + 4 
CM - 70* CM - 0 
*2 Amostra com ADN exclusivamente materno; NR – não realizado; CM +: com contaminação materna; CM -: sem 
contaminação materna. 
 
 
Tabela 6 - Resultados das amostras de BVC com contaminação materna 
CASO Resultado MLPA Resultado QF-PCR 
1 Normal, XX Detetada contaminação materna 
2 X:Y = 2,4 Detetada contaminação materna 
3 X:Y = 1,5 Detetada contaminação materna 
4 Normal, XX Tudo materno 
5 X:Y = 2,0 Detetada contaminação materna 
6 X:Y = 4,1 Detetada contaminação materna 
7 Normal, XX Tudo materno 
8 Normal, XX Detetada contaminação materna 
9 Normal, XX Detetada contaminação materna 
10 Normal, XX Detetada contaminação materna 
  Resultados 
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Como se poderá verificar, das 183 amostras de vilosidades coriónicas analisadas 
por MLPA, 162 (88,5%) revelaram um resultado normal (74 amostras XX e 88 amostras 
XY), 17 (9,3%) tiveram resultado anormal, típico de aneuploidia (8 referentes a fetos do 
sexo feminino e 9 a fetos masculinos) e nas restantes 4 (2,2%) amostras foi detetado um 
rácio X:Y sugestivo de contaminação materna. 
Das 74 (40%) amostras de vilosidades coriónicas sem aneuploidias detetáveis e 
do sexo feminino, procedeu-se à pesquisa de contaminação materna por QF-PCR, de 
forma a verificar se o resultado do estudo molecular era referente ao feto ou à gestante. 
Destas 74 amostras de vilosidades coriónicas analisadas, 4 (5,4%) amostras 
apresentaram contaminação materna e 70 (94,6%) não evidenciaram contaminação 
materna (padrão monoalélico). No entanto, a comparação do perfil genético obtido nas 
amostras processadas com o perfil genético da grávida mostrou que em 2 das 70 
amostras com padrão monoalélico apenas havia sido estudado ADN materno. 
O estudo do cariótipo convencional de todas as amostras (de LA e vilosidades 
coriónicas) estudadas por técnicas de biologia molecular foi concordante, não tendo sido 
detetadas quaisquer discrepâncias entre as técnicas usadas. 
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5. Discussão 
 
As técnicas de rastreio representam um auxílio importante para o 
acompanhamento de qualquer grávida e são várias as técnicas disponíveis, todas com o 
propósito de obter um resultado rápido e fidedigno. O DPN, com vista à identificação de 
distúrbios genéticos fetais, teve o seu início em 1970, sendo disponibilizado a grávidas 
com um risco aumentado de gerar um feto com patologia cromossómica. Este risco é 
presentemente avaliado por um conjunto de critérios, como idade materna, rastreio 
bioquímico no sangue materno e avaliação ecográfica (medição da translucência nucal e 
outros marcadores) (Hultén et al, 2003; Slater et al., 2003). 
A introdução e uso generalizado da ecografia resultaram numa abordagem mais 
fácil e segura para procedimentos invasivos na obstetrícia. A amniocentese tornou-se a 
prática mais comum para o DPN, devido à sua elevada segurança e fidedignidade, com 
um risco baixo de perda e/ou dano fetal. No entanto, a biópsia de vilosidades coriónicas 
adquiriu popularidade em meados dos anos 80, dado possibilitar o DPN no primeiro 
trimestre de gravidez. Ambos os procedimentos são amplamente usados para a recolha 
do material fetal. Todavia, tanto a amniocentese como a biópsia de vilosidades coriónicas 
podem levar à obtenção de material fetal misturado com células maternas, podendo 
originar resultados errados ou dúbios (Leung et al, 2004). Este risco é significativamente 
maior no caso de BVC, dada a proximidade física entre as vilosidades e a decídua 
materna. 
A análise do cariótipo implica o estudo do número e estrutura dos 23 pares de 
cromossomas, sendo desta forma considerada a técnica de estudo padrão no DPN 
invasivo. Os processos técnicos nas culturas celulares de LA e BVC, bem como o 
bandeamento dos cromossomas, permitem à citogenética um diagnóstico completo das 
anomalias cromossómicas fetais, com considerável precisão (99,4 – 99,8%) (Boormans 
et al, 2008).  
Contudo, o cariótipo tradicional representa uma técnica laboriosa, com custos 
elevados, e, além disso, com uma demora de 8 a 14 dias para a obtenção do resultado. 
Este tempo de espera acarreta uma carga emocional significativa para as grávidas e 
cônjuges e, ainda que remota, existe a probabilidade de um insucesso no crescimento 
celular (Boormans et al, 2008). 
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Estas limitações impulsionaram o desenvolvimento de novas técnicas de biologia 
molecular mais rápidas, baseadas em PCR, com as quais é possível detetar rapidamente 
as aneuploidias fetais mais comuns em células não cultivadas de líquido amniótico e 
vilosidades coriónicas (Pertl et al, 1999; Slater et al, 2003). No entanto estes métodos 
moleculares não dispensam a realização do cariótipo tradicional, sendo este realizado 
após a cultura de células in vitro. 
Em estudos clínicos de laboratório, as técnicas moleculares que se mostraram 
mais adequadas à deteção rápida de aneuploidias em DPN foram as técnicas de QF-
PCR e MLPA. Ambas são menos dispendiosas do que o cariótipo convencional e mais 
adequadas para a automatização, sendo desta forma mais atrativas e robustas. 
Possibilitam a deteção rápida (em 24 a 48 horas) das aneuploidias fetais mais frequentes 
(envolvendo os cromossomas 13, 18, 21, X e Y), através de sondas de ADN e 
marcadores fluorescentes específicos para cada cromossoma (Gerdes et al, 2005). No 
entanto, nenhuma das técnicas referidas é capaz de detetar alterações estruturais 
(inversões ou translocações) equilibradas. Os resultados obtidos por estas técnicas 
baseiam-se na comparação das áreas relativas aos produtos de amplificação obtidos 
para cada cromossoma. 
A MLPA, tal como referido anteriormente, é uma técnica molecular que permite 
detetar duplicações/deleções numa grande variedade de regiões do genoma com base 
em apenas 20 ng de ADN, pelo que não é necessária cultura celular prévia. 
Os resultados obtidos pela técnica de MLPA são interpretados por leitura dos 
picos de fluorescência detetados por eletroforese capilar e comparação com um padrão 
de referência e com os rácios entre os diferentes cromossomas testados. Com esta 
comparação, diferenças de área dos picos são interpretadas como refletindo números 
distintos de cópias presentes da sequência analisada e o rácio observado entre as áreas 
de picos diferentes como o rácio existente entre o número de cópias das sequências em 
questão. De acordo com as instruções do fabricante, a trissomia é indicada por um rácio 
superior a 1,3 e a monossomia por um rácio inferior a 0,7 (Van Opstal et al, 2009).  
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A análise comparativa dos resultados obtidos por MLPA para os cromossomas 13, 
18, 21, X e Y e por citogenética convencional nas 491 amostras de LA’s não hemáticos, 
revelou uma concordância de 100%, não tendo sido registados falsos positivos ou falsos 
negativos para nenhuma das aneuploidias dos cromossomas analisados (dados não 
incluídos no presente trabalho), o que confirma a grande fiabilidade do procedimento 
(Slater et al, 2003).  
A MLPA não se depara com o problema de resultados não informativos, uma vez 
que utiliza marcadores não polimórficos. No entanto, os inconvenientes que decorrem da 
utilização de tais marcadores são, por exemplo, a impossibilidade de diagnosticar 
triploidia em amostras de sexo feminino e de detetar/excluir contaminação materna (Van 
Opstal et al, 2009). 
Perante esta circunstância, uma alternativa valiosa é a técnica de QF-PCR, a qual 
é pouco dispendiosa, tal como o MLPA, facilmente automatizável, de resposta rápida, 
requerendo também apenas uma pequena quantidade de ADN, e que permite igualmente 
a deteção rápida das aneuploidias cromossómicas mais comuns através da utilização de 
marcadores polimórficos (STRs – Short Tandem Repeats) (Cirigliano et al, 2009). 
O ADN de muitas espécies contém pequenas sequências que se repetem ao 
longo do genoma, de algumas até milhares de vezes, formando sequências de 
comprimento variado – STRs (Pinheiro, 2010). Estes STRs, dado o seu caráter 
abundante e hipervariável, e o facto de serem facilmente detetáveis por PCR, são 
normalmente utilizados como marcadores na construção de mapas genéticos (Adinolfi et 
al, 1997) e em testes de parentesco. 
Desde 1993 que os STRs são também utilizados para detetar anomalias 
cromossómicas específicas, devido ao seu elevado grau de polimorfismos, estabilidade 
no tempo de vida de um indivíduo e adaptação a ensaios multiplex (Adinolfi et al, 1997). 
Os mais utilizados contêm repetições de tetranucleotídeos, por terem uma maior 
estabilidade durante o processo de amplificação, e possuírem alelos com tamanhos 
semelhantes, o que possibilita a sua análise através de uma só reação (Adinolfi et al, 
1997). A marcação dos produtos de PCR é assegurada através da utilização, para cada 
STR, de primers marcados com fluorescência. Dado que, na fase exponencial da 
amplificação, a quantidade de produto produzido é proporcional à quantidade da 
sequência-alvo inicial, esta técnica pode ser usada para a deteção de aneuploidias 
(Adinolfi et al, 1997). 
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Para cada cromossoma analisado, a interpretação dos resultados baseia-se no 
número de picos de fluorescência, bem como no cálculo dos rácios entre as áreas 
respetivas, sendo necessário, no mínimo, obter dois marcadores polimórficos 
informativos concordantes por cromossoma, de forma a permitir um resultado fidedigno 
(Mann et al, 2001). Para amostras com marcadores não informativos (ou suspeita de 
anomalia num único marcador) para um dado cromossoma, podem ser utilizados 
marcadores adicionais. Deste modo, indivíduos normais heterozigóticos para os 
marcadores usados deverão apresentar rácios de 1:1. Indivíduos com trissomia irão 
demonstrar 3 picos na razão de 1:1:1 (trissomia trialélica), ou dois picos na razão de 2:1 
(trissomia dialélica). 
 Com esta metodologia é possível detetar as aneuplodias mais comuns e 
triploidias, bem como exclusão/deteção de contaminação materna em LA e BVC em fetos 
de sexo feminino e masculino. De facto, a observação de um padrão trialélico para os 
diferentes marcadores, com um dos alelos de muito menor intensidade do que os outros, 
sugerirá a existência de contaminação materna. 
Como se compreende, a menos que se disponha de uma amostra de sangue 
materno para analisar o perfil genético da grávida, não é possível saber, perante um 
padrão bialélico com rácios normais em todos os marcadores no caso de amostra XX, se 
foi analisado o ADN fetal apenas, ou apenas o ADN materno. 
Com este trabalho, pretendeu-se delinear a estratégia mais adequada a um 
laboratório de diagnóstico prénatal, com o objetivo de aplicar uma técnica rápida na 
deteção das aneuploidias mais comuns nos diferentes tipos de amostras rececionadas no 
laboratório (GDPN), com ênfase em amostras com risco elevado de contaminação 
materna. Para tal, foi estudada uma série de amostras de LA com aspeto hemático (antes 
e/ou após centrifugação) e BVC, e comparada a rapidez de resposta do resultado, a 
fidedignidade da mesma bem como os recursos técnicos e económicos dispendidos. 
Este estudo partiu de 713 amostras prénatais das quais 530 eram referentes a LA 
e 183 a BVC, para as quais havia sido pedido a pesquisa rápida de aneuploidias. Dos 
530 LA analisados, apenas 39 amostras, todas hemáticas, constituíram o universo do 
presente trabalho (tabela 3), juntamente com 183 BVC.  
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A razão para excluir as amostras de LA sem sangue visível após centrifugação 
residiu no facto de estas amostras conterem apenas quantidades desprezáveis de 
material materno, pelo que não havia razão para duvidar do resultado de qualquer técnica 
de DPN, quer de citogenética convencional quer de biologia molecular. 
Para este estudo, foi seguida a metodologia usada por rotina no nosso laboratório 
(GDPN), que consistia em iniciar o estudo da pesquisa rápida das aneuploidias mais 
comuns, independente do aspeto visual da amostra, pela técnica de MLPA. 
A análise da tabela 4 permite concluir que o estudo por MLPA das amostras de LA 
hemáticas, referentes a fetos do sexo masculino e em que o rácio entre os cromossomas 
sexuais foi normal, permitiu dar um resultado conclusivo. Contudo, nas 17 amostras de 
LA hemáticas sem evidência de material do cromossoma Y, e nas 9 amostras com rácios 
dúbios entre os cromossomas X e Y o MLPA não permitiu um resultado conclusivo, dada 
a possibilidade de contaminação materna.  
Assim, nestes casos, foi necessário recorrer a uma segunda técnica, QF-PCR, de 
forma a detetar/excluir contaminação materna nestas amostras (figura 7), o que acarretou 
um maior gasto de recursos técnicos e económicos e um atraso na obtenção do 
resultado. 
 A QF-PCR foi usada em 26 amostras hemáticas de LA (com resultado normal 
para o sexo feminino, ou masculino com rácios dúbios entre os cromossomas sexuais 
pela técnica de MLPA), com o objetivo de determinar a existência de contaminação 
materna.  
A combinação dos STRs presentes no kit comercial usado neste trabalho nas 39 
amostras de LA hemáticos revelou a existência de padrões eletroforéticos trialélicos e/ou 
dialélicos (2:1) para quase todos os STRs utilizados, em 14 (35,8%) amostras, 
evidenciando a existência de um segundo genótipo e, portanto, contaminação materna. O 
padrão obtido nas restantes 25 amostras foi normal (12 XX e 13 XY).  
Num dos 12 casos XX sem evidência de contaminação materna (caso 19), dado o 
caráter excecionalmente hemático da amostra e o facto de esta ter vindo acompanhada 
de uma amostra de sangue materno, foram comparados os perfis genéticos de ambas as 
amostras, tendo sido verificado que na amostra de LA analisada apenas era detetável 
ADN materno. 
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As amostras de BVC recebidas pelo laboratório foram analisadas inicialmente pela 
técnica de MLPA. Os resultados obtidos por MLPA foram normais, para os cromossomas 
13, 18, 21 e cromossomas sexuais em 162 (88,5%) casos (74 XX e 88 XY), anormais em 
17 (9,3%), sendo (8 XX e 9 XY), e nos restantes 4 casos (2,2%) foram observados com 
rácios dúbios entre os cromossomas X e Y. 
Em 179 amostras de BVC, a técnica de MLPA permitiu obter um resultado 
conclusivo e aparentemente sem dúvidas. Contudo, das 162 amostras com resultado 
normal, 74 eram XX, o que obrigou a proceder à exclusão de contaminação materna, 
para garantir que o resultado do estudo molecular era referente ao feto e não à gestante. 
Assim, e mais uma vez, foi necessário realizar uma segunda técnica, QF-PCR, de forma 
a poder ser analisada a origem do material e avaliada a possibilidade de triploidia.  
Destas 74 amostras de BVC femininas analisadas, obteve-se um resultado normal 
para o sexo feminino em 68 (91,9%) amostras, sem evidência de contaminação materna, 
e em 2 (2,7%) amostras verificou-se que o material analisado era exclusivamente de 
origem materna, foi detetada contaminação materna em 4 (5,4%) amostras. Foi também 
detetada contaminação materna nas 4 amostras de sexo masculino com rácios dúbios 
entre os cromossomas sexuais. 
Face aos resultados obtidos com estas metodologias, importa saber qual a melhor 
estratégia para a pesquisa rápida das aneuploidias mais comuns em amostras de LA 
hemáticos e BVC. 
Neste estudo verificou-se que, das 713 amostras recebidas no período em estudo, 
em 104 amostras (LA hemáticos e BVC) (14,6%) foi necessário recorrer a uma segunda 
técnica (QF-PCR), despendendo mais tempo e recursos, quer técnicos quer económicos, 
para a obtenção de um resultado. A qualidade das amostras de LA e de BVC é um 
componente importante no êxito do DPN. Com efeito, a contaminação das amostras com 
células maternas pode resultar em erros na interpretação dos resultados dos testes de 
diagnóstico, incluindo a não deteção de aneuploidias (Schrijver et al, 2007). 
Para eliminar erros de DPN, sempre que houver evidência de risco significativo de 
contaminação materna, é recomendável que se realize um teste que permita 
detetar/excluir essa possibilidade, o que envolve a comparação do perfil genético da 
amostra fetal com o perfil genético da mãe (Schrijver et al, 2007).  
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Mesmo sem o recurso ao estudo de uma amostra de sangue materno, a 
contaminação com células maternas é habitualmente detetável pela técnica QF-PCR em 
amostras de material fetal não cultivado ou pós-cultura, uma vez que é habitualmente 
visível um padrão caraterístico com alelos extra ou rácios alterados entre picos para os 
cromossomas a analisar (Van Opstal et al, 2009), o que a torna uma mais-valia face à 
técnica FISH e à MLPA. O recurso à comparação do perfil genético obtido na amostra de 
LA ou BVC com o perfil materno é, no entanto, imprescindível para detetar contaminação 
materna sempre que, numa amostra suspeita, se obtém evidência de apenas um genoma 
XX. 
Iniciar o estudo da pesquisa rápida de aneuploidias a partir da técnica de MLPA 
em amostras como líquidos amnióticos hemáticos (antes e/ou após centrifugação) e 
vilosidades coriónicas, envolve o consumo de mais tempo e recursos laboratoriais, na 
medida em que é necessário utilizar uma segunda técnica (QF-PCR) de forma a validar o 
resultado (presença ou ausência de contaminação materna).  
No presente trabalho verificou-se que a QF-PCR ultrapassa as limitações da 
MLPA e da FISH, dado que com estas anteriores não é possível detetar a existência de 
contaminação nas amostras fetais.  
A QF-PCR demonstrou, portanto, ser um teste rápido, simples, preciso e 
economicamente viável em qualquer amostra no DPN, para a deteção de alterações 
numéricas clinicamente significativas dos cromossomas 13, 18, 21 e cromossomas 
sexuais (Cirigliano et al, 2001). No entanto, o risco residual envolvido neste processo 
deve ser tomado em conta, por ser um teste dirigido, pelo que se recomenda completar o 
estudo com a análise citogenética convencional. Apesar de a técnica de QF-PCR ter 
todas as vantagens da técnica de MLPA, sem as limitações desta (impossibilidade de 
detetar contaminação materna ou triploidia 69,XXX), a maioria dos laboratórios de 
diagnóstico genético continuam a recorrer à MLPA para a deteção/exclusão de 
desequilíbrios subteloméricos, síndromes de microdeleções, deleções/duplicações de 
doenças monogénicas, etc. 
Por este motivo, poderá ser útil, em termos logíticos, continuar a analisar algumas 
amostras prénatais não “problemáticas” (por exemplo, LA não hemáticos) por MLPA. 
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6. Conclusão 
 
A deteção de uma anomalia fetal representa um acontecimento inesperado e 
dramático na vida das grávidas e das respetivas famílias. No entanto, o facto de se obter 
um diagnóstico rápido e esclarecedor, pode ajudar o casal a lidar com a preocupação e 
com a sua própria ansiedade. O rastreio das aneuploidias fetais mais comuns com base 
na combinação da idade materna, com a análise de marcadores bioquímicos no sangue 
materno e a avaliação de diferentes parâmetros ecográficos, permite a deteção dessas 
anomalias cromossómicas com uma sensibilidade que ultrapassa já os 90%, para uma 
taxa de falsos positivos de 5%. 
As técnicas de biologia molecular, MLPA e QF-PCR, podem ser utilizadas como 
um exame complementar da citogenética convencional (cariótipo), no sentido de 
possibilitarem um diagnóstico rápido (24 a 48 horas) das principais cromossomopatias 
(aneuploidias dos cromossomas 13, 18, 21, X e Y) associadas à idade materna elevada e 
à translucência da nuca aumentada. 
A MLPA revelou-se uma técnica válida, rápida e robusta para a deteção das 
aneuploidias cromossómicas mais comuns, podendo ser igualmente aplicada ao estudo 
de outras patologias genéticas. É capaz de analisar várias amostras em simultâneo, 
conseguindo dar resposta à maioria dos casos, com exceção de amostras de LA’s 
hemáticos e amostras de BVC, com resultado normal feminino. No entanto, não permite 
nestes casos detetar contaminação materna ou triploidia (69,XXX). 
A aplicação da QF-PCR revelou ser uma opção mais simples e economicamente 
mais viável, já que numa única reação, permite a deteção das aneuploidias mais comuns, 
deteção/exclusão de contaminação materna em qualquer amostra e, também, 
deteção/exclusão de triploidia nos resultados normais femininos de amostras de LA e 
BVC.  
A introdução da QF-PCR com o objetivo de detetar a contaminação materna em 
LA hemáticos produziu resultados satisfatórios para todas as amostras analisadas. Estes 
resultados reforçam a vantagem da utilização desta metodologia na resolução de 
problemas com resultados dúbios, em amostras de LA contaminados com sangue e em 
amostras de BVC de sexo feminino em diagnóstico prénatal.  
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O facto de, quer a MLPA, quer a QF-PCR, não permitirem senão a deteção de 
aneuploidias de cromossomas selecionados, representa uma limitação destas técnicas e 
demonstra que o cariótipo tradicional (ou métodos mais sofisticados e recentes, como o 
arrayCGH) permanece essencial, já que permite o estudo de todos os cromossomas. 
Em conclusão, a técnica mais fidedigna para o diagnóstico prénatal rápido de 
aneuploidias fetais é a QF-PCR, dada a sua aplicabilidade a todas as amostras (com e 
sem contaminação materna). No entanto, um laboratório de diagnóstico que recorra à 
técnica de MLPA para o diagnóstico de outras patologias genéticas (Síndromes de 
microdeleção; rearranjos subteloméricos, etc.) poderá considerar manter esta técnica, 
sobretudo para as amostras de LA não hemáticas. 
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As figuras seguintes representam alguns exemplos de diagnóstico genético obtidos neste 
estudo pelas técnicas de MLPA. 
 
Figura 9 – Exemplo de eletroferograma de um resultado de uma amostra feminina normal de 
líquido amniótico utilizando o kit aneuploidias SALSA P095 (MRC-Holand). 
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Figura 10 – Exemplo de eletroferograma de um resultado de uma amostra masculina normal de 
líquido amniótico utilizando o kit aneuploidias SALSA P095 (MRC-Holand) 
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Figura 11 – Resultados da análise do cálculo das áreas numa amostra normal feminina obtida com 
o Kit SALSA P095. 
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Figura 12 – Resultados da análise do cálculo das áreas numa amostra normal 
masculina obtida com o Kit SALSA P095. 
Anexos 
 
 
72 
 Figura 13 – Resultados da análise do cálculo das áreas numa amostra com trissomia 13 de sexo 
masculino obtida com o Kit SALSA P095. 
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Figura 14 – Resultados da análise do cálculo das áreas numa amostra com trissomia 18 de 
sexo feminino obtida com o Kit SALSA P095. 
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Figura 15 – Resultados da análise do cálculo das áreas numa amostra com 
trissomia 21 de sexo masculino obtida com o Kit SALSA P095. 
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Figura 16 – Resultados da análise do cálculo das áreas numa amostra com trissomia X (Triplo X) 
obtida com o Kit SALSA P095. 
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Figura 17 – Resultados da análise do cálculo das áreas numa amostra com Klinefelter (XXY) 
obtida com o Kit SALSA P095. 
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Figura 18 – Resultados da análise do cálculo das áreas numa amostra com monossomia X obtida 
com o Kit SALSA P095. 
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Tabela 7 - SALSA MLPA P095-A3® Aneuploidy probemix 
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Tabela 8 - Marcadores kit Aneufast QF-PCR® 
Marcador Cor Het. Localização no cromossoma Tamanho alelo (bp) 
AMXY FAM - Xp22.1 Yp11.2 Chr.X 104/ Chr.Y 109 
SRY FAM - Yp11.2 Chr.Y 463 
TAF9L PET - Xp13 3p24 Chr.X 110/ Chr.3 107 
X22 FAM 0.91 Xq28 Yp (PAR2) 189 – 253 
DXYS267 PET 0.78 Xp21.31 Yp11.31 330 – 354 
DXYS218 PET 0.65 Xp22.31 Yp11.3 (PAR1) 266 – 294 
DXYS156 NED 0.68 Xq21.31 Yp11.31 134 – 164 
HPRT FAM 0.75 Xq26.1 264 – 313 
DXS6803 VIC 0.68 Xq12 – Xq21.33 106 – 128 
DXS6809 VIC 0.75 Xq 238 – 274 
DXS8377 NED 0.85 Xq28 213 – 252 
SBMA VIC 0.75 Xq11.21 – Xq12 166 – 211 
D21S1414 FAM 0.85 21q21 328 – 443 
D21S1411 VIC 0.93 21q22.3 246 – 319 
D21S1446 PET 0.77 21q22.3 – ter 200 – 228 
D21S1437 VIC 0.78 21q21.1 120 – 144 
D21S1809 FAM 0.70 21q22.1 196 – 220 
D21S1412 FAM 0.73 21q22-2 384 – 418 
D21S1435 PET 0.75 21q21 142 – 188 
D21S1442 FAM 0.76 21q11.11 136 – 174 
D18S391 VIC 0.75 18p11.2 144 – 168 
D18S390 VIC 0.75 18q22.2 398 – 430 
D18S535 NED 0.82 18q12.2 126 – 156 
D18S386 NED 0.89 18q22.1 319 – 387 
D18S858 PET 0.66 18q21.1 186 – 204 
D18S499 FAM 0.72 18q21.32 386 – 408 
D18S1002 FAM 0.80 18q11.2 122 – 142 
D18S976 NED 0.76 18p11.31 164 – 184 
D13S631 VIC 0.78 13q31-32 192 – 218 
D13S634 VIC 0.85 13q14.3 460 – 500 
D13S258 NED 0.89 13q21 230 – 281 
D13S305 PET 0.75 13q12.1 – 13q14.1 426 – 458 
D13S628 FAM 0.70 13q31 – q32 436 – 464 
D13S742 VIC 0.75 13q12.12 254 – 274 
D13S797 NED 0.65 13q32 – q33 417 – 454 
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Figura 19 – Despacho – Diário da República 
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Figura 20 – Diário da República (continuação) 
